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摘要 : 目前 关于 蝶 类 线粒体 基因 组 全 序列 及 其 分 子 进化 的 研究 还 不 多 见 。 本 研究 通过 长 PCR 和 引物 步 移 法 对 菜 粉 
WE Pieris rapae Linnaeus 线粒体 基因 组 全 序列 进行 了 测定 和 初步 分 析 。 结 果 表 明 : 菜 粉 蝶 线 粒 体 基 因 组 全 长 15 157 
bp, 包含 13 个 重 白 编 码 基 因 、22 个 tRNA 和 2 个 rRNA 基因 以 及 1 个 非 编 码 的 控制 区 域 , 它们 的 长 度 分 别 是 11 196 
bp, 1 474 bp, 2 093 bp 和 393 bp, 37 个 基因 的 位 置 与 已 报道 的 其 他 蝶 类 基本 一 致 , 共有 10 对 基因 间 存 在 总 共 59 bp 
HER, 重合 碱 基 数 在 1 ~35 bp 之 间 ; 基因 间隔 序列 共计 13 处 120 bp, 间隔 长 度 1 ~46 bp 不 等 , 最 大 的 基因 间隔 
46 bp, 位 于 tRNA“ 和 tRNA” 基因 之 间 。 男 外 , 基于 13 个 蛋白 质 编码 基因 的 氨基 酸 序列 , 重建 了 基于 和 蛋白质 编码 基 
因 序 列 数据 的 11 种 代表 性 蝶 类 的 NJ 和 MP 系统 树 。 结 果 表明 : 凤 蝶 类 (包括 凤 蝶 和 绢 蝶 ) 为 一 大 文系 , WRR, RIR 
类 与 峡 蝶 类 (包括 峡 蝶 、 珍 蝶 ) 构 成 男 一 大 文系。 结果 不 文 持 粉 蝶 科 与 凤 蝶 科 ( 包括 凤 蝶 类 和 绢 蝶 类 ) 构 成 单 系 群 ， 
却 显示 粉 蝶 科 、 灰 蝶 科 和 峡 蝶 科 的 组 合 为 单 系 群 。 
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Abstract: Up to now, the higher level taxonomic and phylogenetic studies about the butterflies are still 
limited and remain many controversial issues. In this study, the complete mitochondrial genome of Pieris 
rapae Linnaeus was sequenced by using long-PCR and conserved primer walking techniques, aiming at 
supporting more mitogenomic data to further clarify these problems. The results of genome characterization 
analysis showed that the mitogenome is 15 157 bp in size, containing 13 protein-coding genes, 22 transfer 
RNA genes, 2 ribosomal RNA, and an A + T-rich region, with the length of 11 196 bp, 1 474 bp, 2 093 
bp and 393 bp, respectively; all the 37 genes are arranged in the same orientations as those of other 
butterflies determined; there are 10 overlapping sequences totalling 59 bp (1 —35 bp for each sequence) 
and 13 intergenic spacer sequences totalling 120 bp (1 —46 bp for each sequence) , scattered throughout 
the genome, respectively, and the largest (46 bp) spacer region is located between the tRNA… and 
tRNA^" genes. The neighbor-joining ( NJ) and the maximum parsimony ( MP) phylogenetic trees of the 
eleven representative butterfly species were reconstructed based on the complete 13 protein coding gene 
sequence data, and the results showed that Papilionidae ( including papilionids and parnassiids) is a 
monophyletic group, and Pieridae is closely related with Lycaenidae and Nymphalidae ( including 
nymphalids and acraeids in this study). 
Key words: Lepidoptera; Pieridae; Pieris rapae; mitochondrial genome; RNA secondary structure; 
tandemly repeated sequences 
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线粒体 是 真 核 细 胞 内 的 一 种 十 分 重要 的 细胞 需 ， 
是 细胞 进行 氧化 磷酸 化 的 场所 。 动 物 线粒体 基因 组 
为 双 链 闭合 环 状 分 子 , 少数 也 有 线性 的 (Bridge et 
al., 1992) , 它们 具有 分 子 量 相对 较 小 ( 约 为 15 ~ 
19 kb)、 结 构 简 单 、 缺 少 重组 、 母 性 遗传 和 进化 速率 
快 等 特点 (Vigilan et al., 1991; Stoneking and 
Soodyall, 1996) , 已 成 为 动物 系统 发 育 与 进化 、 群 体 
遗传 学 以 及 分 子 生态 学 等 研究 领域 的 理想 材料 。 同 
时 , 随 着 分 子 生物 学 和 生物 信息 学 的 发 展 , 大 片断 序 
列 的 测定 和 序列 分 析 技 术 已 较为 成 熟 , 利用 线粒体 
基因 组 序列 研究 系统 进化 关系 已 得 到 越 来 越 多 人 研究 
者 的 青睐 并 在 诸多 研究 领域 取得 了 许多 重要 的 成 果 
(Clary and Wolstenholme, 1983; Bae et al., 2004; 
Coates et al., 2005; Hajibabaei et al., 2006; 
Mahendran et al., 2006; Shi et al., 2008; Hu et al., 
2009; Feng et al., 2010), WE REX Và, 迄今 为 止 ， 
已 报道 的 线粒体 基因 组 全 序列 或 近乎 全 序列 数据 已 
近 200 条 , Hp, 鳞 翅 目的 序列 数据 已 达 20 种 左右 。 

34 HE Pieris rapae Linnaeus 属于 蝶 类 中 的 一 个 
广 布 种 , 同时 也 是 粉 蝶 科 的 一 个 代表 性 种 类 ,其 纺 
虫 ( 沫 青虫 ) 危害 十 字 花 科 、 菊 科 、 旋 花 科 、 百 合 
Ph IPR ARMER SE S 科 35 种 植物 ( 李 云 瑞 ， 
2006) 。 目 前 对 荣 粉 上 杷 的 研究 主要 集中 于 形态 学 、 
显 微 技 术 、 生 态 毒 理 、 电 生理 研究 、 同 工 酶 以 及 系 
统 发 生 等 方面 (Kim et al., 1988; 王 见 杨 和 黄 可 威 ， 
2001; 郭 晓 霞 和 郑 哲 民 ,， 2002; Arsene et al., 2002; 
ERE, 2005; Hooks et al., 2007; 28 4L 4145 
&, 2008; Jógar et al., 2009) , 但 其 线粒体 基因 的 研 


2t 8178 IRIE (Sobti et al., 2007; 许 丽 等 , 2007 ; 刘 晓 
燕 等 , 2007), 迄今 尚未 见 到 有 关 其 线粒体 基因 组 
全 序列 的 研究 。 本 研究 采用 长 PCR 和 引物 步 移 法 
测定 了 菜 粉 蝶 线 粒 体 基因 组 的 全 序列 , 并 就 其 结构 
组 成 进行 了 初步 分 析 ,， 以 期 为 蝶 类 万 至 整个 昆虫 类 
群 的 系统 发 生 和 分 子 进 化 研究 提供 新 的 基础 资料 。 
1 材料 与 方法 
1.1 实验 材料 

本 实验 所 用 羔 粉 蝶 标 本 为 2007 年 采集 于 安徽 
省 区 湖 市 洒 塘 公园 内 (东经 118.39, 北纬 31. 36 ) 的 
新 鲜 标本 , 样品 采集 后 立即 放 入 95% 的 酒精 中 国 
定 , 带 回 实验 室 后 放 入 冰箱 中 -20 人 保存 (样品 号 : 
MZHO07 ) 。 
1.2 基因 组 DNA 的 提取 和 纯化 

采取 本 实验 室 改 进 的 玻璃 粉 法 提取 和 纯化 
DNA (张大 秀 等 , 2009 ) 。 
1.3 引物 设计 和 了 PCR 合成 

短 PCR 使 用 实验 室 已 有 的 几 对 通用 引物 扩 增 
COI, Cytb 和 ND5 等 序列 , 根据 PCR 所 得 序列 和 本 
实验 室 其 他 蝴蝶 的 线粒体 基因 组 全 序列 , 采用 
Clustal X 1. 8 软件 (Thompson et al., 1997) 进行 比 
对 , 选取 保守 性 较 高 的 区 域 , 再 利用 Primer Premier 
5.0 软件 设计 可 和 覆盖 亲 粉 蝶 线 粒 体 基 因 组 全 序列 的 
长 PCR (Long-PCR) 引 物 ( 表 1), 为 便于 各 个 序列 
的 拼接 , 扩 增 所 得 产物 族 段 均 有 80 ~300 bp HES 
区 域 。 所 有 引物 首 由 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 
限 公司 合成 , 其 测序 策略 及 引物 见 图 1。 


表 1 文中 使 用 的 引物 序列 
Table 1 List of PCR and long-PCR primers used in this study 


引物 编号 上 游 引 物 序列 (5' 一 3") 
Primer no. Upper primer sequence 
COI* GGTCA ACAAATCATAAAGATATTG 
COI-COII ATGGAGCAGGAACAGGATG 
COII * GAGACCATTACTTGCTTTCAGTCACT 
COII-NDS TAGAAATGGCAACTTGATC 
ND5 AAAACTTCCAGAAAATAATCTC 
NDS-Cytb AATCTTAAACCTCCCATAT 
Cytb * TATGTACTACCATGAGGACAAATAT 
Cytb-ND1 TTAGTAACCCCTGTTCACATTCA 
NDI * CGTAAAGTCCTAGGTTATATTCAGATTCG 
ND1-12S TAACGCTAATCTAACTTCAT 
12S* AAGAGCGACGGGCGATGTGT 
128-COI TGAACTAAAATACCGCCAAAT 








* 实验 室 已 有 引物 Primers available in our laboratory. 


下 游 引 物 序列 (5' 一 3') 退火 温度 (%C ) 
Lower primer sequence Annealing temperature 
TAAACTICAGGGTGACCAAAAAAT 50 
TIGGGTTGTCTATTTCGTTA 49 
CTAATATGGCAGATTATATGTATTGG 49.8 
TTAGGGTGAGATGGCTTA 49 
TTGCTTITATCTACTTTAAGACA 45.5 
GATTATTTGACCCTGTTTG 48.5 
ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT 47 
CAGTGGCTCAAACTATTTCTTAT 51 
ATCAAAAGGAGCTCGATTAGTTTC 52 
AGTAATTGATAATCCACGA 47 
AAACTAGGATTAGATACCCTATTAT 59 
CATCCTGTITCCTGCTCCAT 54 
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Pieris rapae 


Mitochondrial Genome 
15 157 bp 





图 1 菜 粉 蝶 线 粒 体 DNA 基因 组 遗传 图 谱 


Fig. 1 Circular map of the mitochondrial genome of Pieris rapae 


PCR 扩 增 反应 体积 为 50 pl: 模板 DNA 100 ng, 
10 x Buffer 5. 0 uL, MgCL (2. 5 mol/L) 2 uL, dNTP 
1.5 uL, EF 3$] 2] (25 umol/L) 0.25 uL, 1 U 
Taq DNA RACS U/uL, EIS EUH 
限 公 司 ) ， 加 纯 水 补足 。PCR 反应 的 循环 参数 为 : 
94*C 变性 40 s, 47~59% 退火 40 s, 72% 延伸 1 min, 
35 个 循环 , 72C 延伸 10 min, Hl 1.296 SIE PR SEDE 
电泳 , 凝 胶 成 像 仪 扫描 记录 结果 。 

PCR 扩 增 产物 经 纯化 试剂 盒 (V-gene DNA. E 
胶 回 收 试剂 盒 ) 纯化 后 , 委托 上 海 生 工 生 物 工 程 技 
本 服务 有 限 公 司 进行 测序 (ABI-3730 全 自动 测序 
仪 )。 
1.4 序列 分 析 和 系统 树 构建 

用 BioEdit 软件 辅助 , 人 工 进行 序列 拼接 , 将 测 
定 的 序列 在 NCBI 上 运行 BLAST 程序 进行 序列 同 源 
性 比较 , 确认 无 误 后 通过 Clustal X 1. 8 、Chromas 
1.62 和 DNASTAR 软件 对 测 出 的 序列 进行 比 对 分 
析 、 排 列 校正 ， 人 工 拼 接 以 得 到 完整 的 亲 粉 蝶 
mtDNA 全 序列 。 用 tRNA Scan-SE 1. 21 ( http:// 
lowelab. ucsc. edu/tRNA Scan-SE ) 定位 tRNA 基因 ， 
并 用 DNASIS ( Ver. 2. 5, Hitachi Software Engi- 
neering) 模拟 特殊 tRNA 的 二 级 结构 ; 用 Sequin 
( Version 5. 35) 和 蝶 类 线粒体 基因 组 全 序列 进行 比 
较 定 位 13 个 和 蛋白 编码 基因 和 2 个 rRNA 基因 , 并 预 
测 和 蛋白 编码 基因 的 氨基 酸 序列 。 用 BioEdit 软件 统 
计 序 列 总 长 、 碱 基 百 分 比 和 GC 含量 等 信息 。 该 序 
列 已 提交 CenBank,， 登 录 号 为 HM1S6697 。 


使 用 MEGA 4.0 软件 , 采用 邻接 法 (NJ 法 ) 和 
最 大 简约 法 (MP 法) ， 以 舞 毒 峨 Lymantria dispar £X, 
粒 体 基因 组 (FJ617240, 2009) 13 EA ERA 
酸 组 合 序列 为 外 群 ， 选择 目前 NCBI 上 已 上 传 的 朝 
IKI Coreana raphaelis、 黑 纹 粉 蝶 Ariogeia melete、 柑 
E pu HE Papilio xuthus, VB *E fg pue Luehdorfia 
chinensis, GÈ 95 ile Agehana maraho., £LER2H HE 
Parnassius bremeri., "=R UE Acraea issoria 和 未 释放 
Hy 4 5E USE Troides aeacus, 8E $9 WE WE Argyreus 
hyperbius, K D 28 EE Calinaga dauidis PHRA 8 P. 
rapae (R 2) 的 相应 序列 构建 系统 进化 树 ,， 进 一 步 
确定 这 11 种 代表 性 蝶 类 的 系统 进化 关系 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 菜 粉 蝶 线 粒 体 基因 组 特征 

菜 粉 蝶 线粒体 基因 组 全 长 15 157 bp, 由 22 个 
tRNA, 2 个 rRNA, 13 个 重 日 编码 基因 和 1 个 非 编 
码 的 控制 区 组 成 ， 其 结构 较为 紧凑 ， 除 控制 区 外 ， 
相 邻 基因 之 间 存 在 基因 间 隅 , 有 的 相 邻 基因 之 间 还 
有 重 著 现象 。 在 整个 编码 区 的 37 个 基因 中 ,基因 
间隔 序列 共计 13 处 120 bp, 间隔 长 度 从 1 ~46 bp 
不 等 , 最 大 的 基因 间隔 是 46 bp, 是 在 tRNA “和 
tRNA” "基因 之 间 ; 并 发 现 10 对 基因 间 存 在 59 bp 
重 登 , 重合 碱 基数 在 1 ~35 bp 之 间 ( 表 2)。 

K 9k Zx LV 3 DS 2H rn e HR ERR (A) 6 125 
bp, EWEHP(G) 1 180 bp. Jf E ( T) 5 961 bp, 
MuE (C) 1 891 bp, 分 别 占 全 长 的 40. 4196, 
7.79% , 12.48% , 39.32% , A +T € HH TC 
+G, 11 PPIRX mtNDA 序列 长 度 都 较为 稳定 ， 都 
在 15.2 kb 左右 , 4 种 碱 基 的 百分比 含量 也 都 非常 
接近 , 碱 基 A +T 含量 均 高 于 G +C, HERRI RIR 
AE A 较 高 , 为 40.4196, Bà dE T 含量 最 低 ,， 为 
39.32% 。 

2.2 tRNA 基因 和 rRNA 基因 

KERHA 22 种 tRNA 基因 , 它们 大 多 数位 于 
重 日 编码 基因 之 间 。 在 22 种 tRNA 基因 中 有 14 种 
位 于 重 链 (H BE. J) b, S 种 位 于 轻 链 ( 工 链 、N 
链 ) 上 (Simon et al., 1994) ， 碱 基 长 度 在 60 ~ 69 bp 
之 间 , 相 邻 tRNA 之 间 存 在 着 间隔 和 重 欠 现象 。 用 
tRNAScan-SE 121 和 RNA structure 分 析 发 现 ， 除 
tRNA CSS 外, 所 有 的 tRNA 都 具有 典型 的 三 叶 草 
结构 (图 2)。16 个 tRNA 基因 上 共有 28 对 错 配 ,8 
HE ARRES (DHU EP) E, 9 对 在 氨基 酸 辟 上 ， 


1298 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 53 卷 


R2 莱 粉 蝶 线 粒 体 基因 组 结构 


Table 2 Characteristics of the mitochondrial genome of Pieris rapae 





名 称 方向 fr 长 度 (bp) 间隔 反 密码 子 起 始 密码 子 “ 终 止 密码 子 
Name Direction Site Size Intergenic spacer Anti-codon Start codon Stop codon 
tRNA-Met F 1 -66 66 -2 32 -34 CAT _ _ 
tRNA-lle F 65 — 128 64 1 94 -96 GAT - - 
tRNA-Cln R 126 - 194 69 46 156 -158 TTG - - 
ND2 F 24] -1 254 1 014 -2 _ ATT TAA 
tRNA -Trp F 1 253 -1 318 66 6 1 284 -1 286 TCA _ _ 
tRNA-Cys R 1 311 -1 372 62 0 1 340 -1 342 GCA _ _ 
tRNA-Tyr R 1 373 -1 437 64 4 1 404 -1 406 GTA _ _ 
COI F ] 442 -2 973 ] 539 0 _ TTAAAG T +tRNA 
tRNA-Leu ( CUN) F 2 974 -3 039 66 0 3 004 -3 006 TAA _ _ 
COII F 3 040 -3 753 714 一 34 _ ATG TAA 
tRNA -Lys F 3 719 -3 789 71 -1 3 749 -3 751 CTT _ _ 
tRNA-Asp F 3 789 -3 854 66 0 3 819 -3 821 GTC _ _ 
ATPase8 F 3 855 -4 016 152 一 7 _ ATT TAA 
ATPase6 F 4 010 -4 687 678 0 _ ATG TAA 
COIII F 4 688 —5 479 791 3 _ ATG TAA 
tRNA-Gly F 5 483 -5 547 65 0 5 513 -5 515 TCC _ _ 
ND3 F 5 548 -5 901 354 -2 - ATT TAG 
tRNA-Ala F 5 900 —5 964 65 0 5 930 - 5 932 TGC _ _ 
tRNA-Asn F 5 965 -6 030 66 13 5 994 -5 996 TCG _ _ 
tRNA-Ser ( AGY) F 6 043 -6 107 65 0 6 073 -6 075 GTT _ _ 
tRNA-Ser (UCN) F 6 108 -6 167 60 2 6 135 -6 137 TAA _ _ 
tRNA-Glu F 6 170 -6 235 66 -1 6 200 -6 202 TTC - - 
tRNA-Phe R 6 235 -6 298 64 2 6 266 — 6 268 GAA - - 
ND5 R 6 301 -8 025 ] 724 19 _ ATT TAG 
tRNA-His R 8 045 -8 109 65 -2 8 076 -8 078 GTG _ _ 
ND4 R 8 108 -9 445 1 338 -6 _ ATG TAA 
ND4L R 9 439 -9 720 282 5 _ ATG TAA 
tRNA-Thr F 9 726 -9 789 64 0 9 757 -9 759 TGT _ _ 
tRNA-Pro R 9 790 -9 855 66 1 9 820 -9 822 TGG _ _ 
ND6 F 9 857 — 10 384 528 -1 _ ATT TAA 
Cytb F 10 384 - 11 529 1 146 0 - ATG TAA 
tRNA-Ser ( UCN) F 11 530 - 11 594 65 14 11 559 -11 561 TGA _ _ 
NDI R 11 609 —12 544 936 4 _ ATA TAA 
tRNA-Leu (UUR) R 12 549 -12 615 67 0 12 578 -12 580 TAG _ _ 
16S rRNA LrRNA R 12 616 - 13 935 1 330 0 _ _ _ 
tRNA-Val R 13 936 - 14 000 65 0 13 965 -13 967 TAC _ _ 
12S rRNA SrRNA R 14 001 -14 764 764 0 _ _ _ 
A + T-rich region 14 765 - 15 157 393 - - - 


F 表示 正 问 ，R 表示 反问 。F and R stand for foreward and reverse direction of the mitochondrial genome, respectively. 
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Fig. 2 Predicated clover-leaf secondary structures for 22 tRNA genes 
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SEI EK 22 个 tRNA 基因 二 级 结构 ( 续 ) 


Fig. 2  Predicated clover-leaf secondary structures for 22 tRNA genes of Pieris rapae (continued ) 


3 对 在 TC Xf (4B DR s Be 1% E -H Hc s e T2 We EA HE 
MR) 上, 8 对 在 反 密码 环 上 , 错 配 的 碱 基 除 tRNA“ 
存在 CC, A- C, G- A, CC 错 配 外 ,其 他 仅 为 
cC.U,U.GCG 和 1U:'U 错 配 。 有 学 者 认为 基因 的 部 
分 错 配 可 以 通过 RNA 编辑 校正 , 不 会 引起 氨基 酸 
转运 上 的 障碍 (Yokobori and Pääbo, 1995) 。 

BEA E BJ sr RNA (12S rRNA) i lr RNA (16S 
rRNA) 基因 具有 较 高 的 保守 性 。sr RNA 基因 位 于 
tRNA “与 A+T 丰 富 区 之 间 , lr RNA 基因 位 于 
tRNA “与 tRNA“* 之 间 。 在 菜 粉 蝶 mtDNA 中 , 两 者 
的 长 度 分 别 为 764 bp 和 1 330 bp。 
2.3 A +T 富 集 区 

末 粉 蝶 A +T 富 集 区 为 非 编码 区 , 全 长 393 bp, 
位 于 tRNA “和 12S rRNA 基因 之 间 , 这 个 区 域 A 和 
T 含量 相对 较 高 ， 有 着 高 度 的 遗传 变异 率 ,， 同 时 也 
有 少量 的 重复 序列 , 是 mtDNA 中 长 度 变化 最 大 的 
区 域 (Moritz et al., 1987) 。9 fiie ziS ( 中华 虑 风 虹 和 


柑 桂 凤 蝶 未 完全 测 通 , 缺少 该 序列 , 在 此 未 列 出 )A 
+T E AA ERA k (96.05% ) > SEA ik 
(95.42% ) > H Jk HE (94. 13%) > K B8 m p 
(96.05% ) > 台湾 宽 尾 凤 蝶 (94. 25% ) > 红 珠 绢 蝶 
(93. 65%) > X $ HE (91. 6%) > 4 xe p E 
(89.7496 ) > 黑 纹 粉 蝶 (89. 17% ) , 
2.4 蛋白 编码 基因 

39) BR ZA DSL ZH SA 13 个 蛋白 编码 基因 ， 
总 长 为 11 196 bp。 在 13 4-2& Eli i3 d P] P, 除了 
ND1, ND4, NDAL 和 ND5 这 4 个 基因 是 工 链 (N 
BE) 编码 之 外 ,其 余 的 9 ARA H pE AE) 
人 码 。 起 始 密 码 子 除 COI 和 NDI1 不 同 外 , ND2, ND3, 
NDS 和 ATPase8 为 ATT 外 , 其 余 均 为 ATG; 终止 密 
码 子 使 用 中 ,ND3 和 NDS 为 TAG, COI 为 不 完全 密 
人 码 子 ,其余 均 为 TAA。 和 蛋 日 编码 基因 没有 内 含 子 ， 
相 邻 基因 之 间 有 重 琶 现象 ,， 例 如: ATPase8 与 
ATPase6 $Æ 7 bp, ND4 与 NDAL Æ 6 bp, ND6 
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和 Cytb 重 登 bp, 

2.4.1 序列 变异 :MEGA 4.0 软件 分 析 显 示 , TE 11 
种 蝴蝶 的 13 个 重 白 质 编码 氨 基 酸 序列 中 , 共 得 到 
3 780 个 同 源 位 点 ， 其 中 保守 位 点 2 087 个 ,变异 位 
点 1666 个 , 简约 信息 位 点 1 002 个 。 氨 基 酸 平均 
值 显示 :平均 值 小 于 1 的 为 Cys, 其 中 中 华 虎 风 蝶 的 
Cys 含量 最 低 , 仅 为 0.77; 平均 值 在 1 ~2 之 间 的 为 
Asp, Glu, His, Gln 和 Arg; Æ 2 ~5 间 的 为 Ala, 
Lys, Val, Pro 和 Trp; 平均 值 在 5 ~ 10 之 间 的 为 
Gly, Met, Asn, Ser 和 Tyr; 大 于 10 的 为 Phe, Ile 和 
Leu, 在 Ile FP, 朝 灰 蝶 的 量 最 高 , 亲 粉 蝶 量 最 低 ; 


99 


Argyreus hyperbius 


在 Phe 中 ,中 华 虎 凤 蝶 的 量 最 高 ,， 红 珠 绢 蝶 的 量 
最 低 。 

2.4.2 系统 进化 树 重建 方法 :基于 13 EE RR 
码 基因 的 氮 基 酸 序列 ， 以 舞 毒 蛾 Lymantria dispar 为 
外 类 群 , 采用 距离 法 中 的 NJ (neighbor-joining) 5-1 
和 MP ( maximum-parsimony ) 算法 重建 系统 发 生 树 ， 
其 拓扑 结构 高 度 一 致 (图 3) NJ 树 和 MP 树 显 示 结 
条 为 :11 种 蝴蝶 分 为 2 KLR, CCCCIETN E, = 
PRESI), X DBSRSRO, ， 朝 灰 屿 ) ，( 黑 纹 粉 蝶 , K 
TR) ) NLR, (HERK, RER), 中 
华 虎 凤 蝶 , 红 珠 绢 蝶 ) ) , dee AUR ) 2J 33 — SCR o 
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图 3 基于 13 个 和 蛋白 质 编码 基因 全 序列 构建 的 NJ、MP 树 ( 各 分 支 上 数字 为 1 000 次 内 部 分 文 检验 置信 值 ) 


Fig. 3 The NJ and MP tree based on the complete 13 protein coding gene sequence data 


(numbers on each node correspond to their bootstrap values for 1 000 replicates) 


菜 粉 蝶 线 粒 体 基 因 组 全 序列 长 度 为 15 157 bp. 
通过 分 析 发 现 , 基因 组 的 基因 组 成 及 排列 顺序 与 大 
多 数 蝶 类 相同 ( Kim et al., 2006) ， 其 线粒体 基因 组 
中 A+T 富 集 区 位 于 tRNA “和 12S rRNA 基因 之 
间 。 这 些 都 表明 了 蝶 类 线粒体 基因 组 进化 上 的 保守 
性 。 然 而 , 羔 粉 蝶 与 其 他 蝶 类 线粒体 基因 组 相 比 也 
存在 一 些 差异 , 例如 , tRNA 入 上 出 现 的 错 配 较 多 。 
上 述 9 种 蝶 类 mtNDA 序列 碱 基 A +T 合 量 均 大 于 G 
* C, MERERI A 含量 较 高 , N 40.41%. Tob 
SEHE 12S 和 16S rRNA 的 长 度 与 鳞 翅 目 其 他 物 
种 的 核糖 体 基 因 的 长 度 相 似 (Clary and 
Wolstenholme, 1983; Beard et al., 1993; Mitchell et 


al., 1993; Spanos et al., 2000; Wilson et al., 2000; 
Kim et al., 2006; Hu et al., 2009) 。 

菜 粉 蝶 的 RNA““ ”缺少 二 氧 尿 喀 啶 环 (DHU 
loop) , 这 在 后 生动 物 中 较为 普遍 。 但 是 也 有 例外 ， 
卷 蛾 科 茶 小 卷 叶 蛾 Adoxophyes honmai (Lee et al., 
2006) 和 长 角 羽 剧 科 一 种 乱 子 Bothriometopus sp. 
( Cameron et al., 2007) 的 所 有 tRNA 都 具有 典型 的 
三 叶 草 结构 。 位 于 tRNA“ 基因 与 ND2 基因 之 间 的 
间隔 区 , 在 已 报道 的 所 有 的 鳞 翅 目 昆 虫 的 线粒体 基 
因 组 中 都 存在 , 此 间隔 区 A +T 含 量 相 对 较 高 , 9 种 
蝶 类 在 此 间隔 区 分 别 为 : 金 赞 凤 蝶 94. 74% > XIBOK 
HE 94. 64% > HL Ur E 93. 75% > K B 28 ik t 
89.13% = AHE 89. 1390 > SES E 88. 46960 > 7 
PREA HE 88.2490 > 红 珠 绢 蝶 77.5% > 台湾 宽 尾 风暴 
76.6% 。 此 区 的 位 置 在 所 有 鳞 翅 目 昆 虫 中 是 固定 不 
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变 的 , 只 是 序列 的 变异 性 较 大 , 甚至 在 同属 的 亚洲 
EX İR Ostrinia furnacalis 与 玉米 内 Ostrinia 
nubilalis, Z& £x Bombyx mori 5j Bf ( 3&) Æ Bombyx 
mandarina 中 序列 变异 性 也 很 大 。 但 是 , 该 间隔 区 
在 其 他 昆虫 的 线粒体 基因 组 中 却 不 存在 
( Beckenbach et al., 1993; Taanman, 1999; Cameron 
and Whiting, 2007) , 故此 区 可 以 看 做 鳞 翅 目 昆 虫 的 
线粒体 基因 组 的 分 子 标记 (Junqueira et al., 2004; 
Cha et al., 2007) 。 

在 菜 粉 蝶 线 粒 体 基 因 组 中 , 除 COI 外 , 其余 12 
个 重 白 质 编码 基因 都 使 用 标准 的 ATN 起 始 密码 子 ; 
在 菜 粉 蝶 线 粒 体 基因 组 中 ( 表 2), ND2, ND3, 
ND5, ND6 和 ATP8 的 起 始 密 人 码 子 乡 为 ATT, COIT, 
ATP6, COII, ND4, ND4L 和 Cytb 的 起 始 密 码 子 为 
ATG, NDI 的 起 始 密 码 子 为 ATA。 通 常情 况 下 , 在 
昆虫 中 物种 CO 基因 没有 标准 的 起 始 密 码 子 ，Kim 
等 (2006) 认 为 , WIKE COIT 基因 的 起 始 密码 子 为 四 
IZH ER TTAG; Clary H Wolstenholme (1983) 以 及 
De Bruijn SẸ (1983) 认为 COI 基因 的 起 始 密 码 子 为 
VUE ER ATAA 或 ATTA; 也 有 人 认为 COI 基因 的 
起 始 密码 子 为 六 核 昔 酸 ， 如 玉米 旦 O. nubilalis 和 
WIEKI O. furnacalis 中 COI 基因 的 起 始 密码 子 
为 TATTAG (Coates et al., 2005) , XÆ B. mori 为 
TTTTAG, X] EC NE. T£ Ex. Anopheles gambiae ( Beard et 
al., 1993). Ju PE} Sx Anopheles quadrimaculatus 
(Mitchell et al., 1993 ) 和 地 中 海 实 晶 Ceratitis 
capitata ( Spanos et al., 2000) 为 ATTTAA, ENE 
HE zy 9g FI — 6 Eb rh ZX E A E A ZH P, dn A E 
Pyrocoelia rufa ( Bae et al., 2004) COIL 基因 的 起 始 密 
R3 TTG, WI RAS AERAR, 为 
TTAAAG 六 联 体 密码 子 。 在 菜 粉 蝶 13 AE AEH 
码 基 因 中 , 除 COI, ND3 和 ND5 基因 外 , ER 10 个 
重 日 质 编码 基因 都 以 TAA 密码 子 结尾 ; CO 基因 以 
单个 工 残 基 结尾 ND3 和 NDS 基因 以 TAG 结 
不 完全 的 终止 密码 子 可 能 通过 mRNA 加 工 过 程 中 
的 多 聚 腺 甘酸 化 形成 完整 的 终止 密码 子 ( Ojala et 
al., 1980; Anderson et al., 1981; Lu et al., 2002 ) 。 

本 文 基于 线粒体 全 序列 中 和 蛋 日 质 编 码 基 因 区 探 
讨 了 11 种 蝶 类 的 系统 发 生 关 系 ， de8]2B ERAS D 
蝶 类 杀 缘 关系 较 近 ; Jp ERAS BOREAS. RK AK 
蝶 类 有 较 近 的 亲 绿 关系 。 本 文 的 结果 不 文 持 粉 蝶 科 
与 风 蝶 科 ( 包括 凤 蝶 类 和 绢 蝶 类 ) 构 成 单 系 群 , 却 显 
示 粉 蝶 科 、 灰 蝶 科 和 峡 蝶 科 的 组 合 为 单 系 群 。 
Wahlberg 等 (2005) 用 2 个 核 基 因 ( EF-I1o 和 


wingless)、1 个 线粒体 基因 ( C01) 分析 的 结果 将 各 
科 间 的 系统 发 生 关 系 表示 为 :( 弄 蝶 科 + (KORPE + 
CIRP + CECBIRE + MIRE + AKIRE) ))))o Æ 
文 的 结果 支持 Wahlberg 等 人 上 述 的 结论 , 但 与 邹 方 
振 等 (2009 ) 基于 线粒体 NDI 和 165 rRNA 基因 组 合 
序列 数据 的 分 析 结 果 ， 即 凤 蝶 类 和 粉 蝶 类 亲缘 关系 
pe EAS ON XT HUS T6 HTE. BS VERAS. WRR, 
EEUE2IS 3 SEC IB] HS] As D Ac HE OS A T EUH HIT 2C 
中 进一步 予以 佐证 。 
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